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Raman Spectroscopy of Metalloproteins
久保 稔・柳澤幸子・北川禎三 
Kubo, M., Yanagisawa, S., Kitagawa, T.






Time-Resolved Structural Analysis of Enzymatic reactions using SACLA
久保 稔・柳澤幸子 
Kubo, M., Yanagisawa, S.
酵素反応の可視化は、生命科学研究における大きな夢の一つである。この実現に向けて
本研究では、X 線自由電子レーザー SACLA と、光により基質小分子を放出するケージド化
合物を組み合わせた時分割 X 線結晶構造解析を行ない、酵素反応を原子レベルで追跡する。
チトクロム  P450nor やチトクロム  c 酸化酵素等が研究対象である。 
Ⅲ ストップトフローラマン分光法による
二原子酸素添加酵素の反応解析
Stopped-Flow Raman Reaction Analysis of Dioxygenase
久保 稔・柳澤幸子 







     
         
         
           
           
      
     
         
        
         
   
       
     
      
     
          
        
         
          
           
           
        
    
       
     
      
      
       
         
   
        
       
      
         
           
      
    
       
       
        
            
    
             




ある。  IDO の反応機構を解明するために、ストップトフローラマン分光装置を開発し、ヘ
ム中間体や基質中間体を捕捉する。
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Protein Crystallography 生体物質構造学 I
Ⅰ 微生物の細胞機能を維持するタンパク質群のX線構造化学
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Cellular Regulation 細胞制御学 Ⅱ
Ⅰ 一酸化窒素還元酵素の構造と機能
Structural and Functional Studies on Nitric Oxide Reductases
城 宜嗣・村本和優・澤井仁美
Shiro, Y., Muramoto, K., Sawai, H.
一酸化窒素還元酵素（ NOR）は、微生物の嫌気呼吸の一種である脱窒において、中間体として産
生される一酸化窒素 NO を亜酸化窒素 N2O に変換する酵素である。呼吸酵素の分子進化との関係
や、地球温暖化・オゾン層破壊などの環境科学との関連、さらには抗菌薬開発などで注目されてい
る酵素である。 NOR による NO 変換の分子機構を議論する為に、緑膿菌（ Pseudomonas aeruginosa
RM495）をホストとしたチトクロム c 侜存型 NOR（cNOR）発現系を用いていくつかの重要なアミ
ノ酸残基（ Glu57、Asp198、Val206）の変異体を調製、精製し、それらの酵素活性・分光測定なら
びに結晶構造解析に成功した。 cNOR と NO との反応を高速分光測定で解析し、μ秒からミリ秒の
時間領域で３段階の反応である事、さらに第３段階の反応でプロトンが消費される事を見いたした。
これらの結果を基に、 cNOR による NO 還元の反応機構を提案した。さらに、 cNOR と電子供与タ
ンパク質 Cytochrome c551および Azurin との反応について、電子受容体（ NO と O2）侜存性、イオ
ン強度侜存性、アミノ酸変異効果の速度論的解析を進めた。
キノール侜存性一酸化窒素還元酵素（ qNOR）の活性型構造を決定するため、髄膜炎菌 qNOR の
発現、精製、構造解析に取り組み、単量体酵素の構造を X 線結晶解析によって 3.0 Å 分解能で決定
した。また、２量体酵素の構造を電子顕微鏡単粒子解析によって 9 Å 分解能で決定した。髄膜炎菌 





Structural and Functional Studies on Oxygen-Sensor Proteins
澤井仁美・城 宜嗣








         
    
 
  







        
FixL は酸素センサードメインとヒスチジンキナーゼドメインを有し、低酸素濃度を酸素センサー部
位が感知した際に、 ATP のリン酸基を用いて自己のヒスチジンをリン酸化し、さらに FixJ にその
リン酸基を移す。リン酸化された FixJ は転写因子としてニトロゲナーゼ遺伝子の発現を促進する。





Structural and Functional Studies on Proteins Related to
 
Iron Dynamics in Cell
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タイプ HCOR について、以下の構造を X 線結晶解析によって決定した。電子伝達経路近傍の分子
表面へのカルシウムイオンの結吅構造を 1.7 Å 分解能で決定した。酸素還元反応中間体のうちのひ
とつ（高酸化型）の構造を 1.8 Å 分解能で決定した。従来構造が知られていた２量体酵素に加えて単
量体酵素の構造を 1.85 Å 分解能で決定し、２量体構造と単量体構造での機能部位の構造の違いを明
らかにするとともに、酵素に結吅したリン脂質分子をྠ定した。
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Research and Development for SPring-8 Structural Biology Beamlines
山本雅貴・吾郷旣出夫
Yamamoto, M., Ago, H.
タンパク質結晶からの高精度構造解析のために SPring-8構造生物学用ビームラインでは、解析
対象の拡大と簡便かつ迅速化な構造決定を目指したビームラインの高度化研究を進めている。具体


















Research and Development for Protein Structure Analysis Methods
山本雅貴・吾郷旣出夫





   
    




   
       
     
       
  
            
        
           
   
          
    
      
          
            
        
  
            
     
   
  
        
            
 
        





行う Serial Synchrotron Crystallography (SSX)、特に大量の微小結晶を凍結固定した大型の結晶
ループを回転しながら走査する Serial Synchrotron ROtation Crystallography (SS-ROX)の技術開
発を進めている。また、 X線自由電子レーザー施設 SACLAでは超高輝度極短パルス X線を活用し、
既存の放射光を使った構造解析では放射線損傷の影響が無視できないタンパク質について、機能性
構造を反映した無損傷結晶構造が決定できる Serial Femtosecond ROtation Crystallography
(SF-ROX）を開発するとともに、これらの技術を応用して酵素反応の中間体構造を捉えるためポン
プ‐プローブ法やクライオトラップ法による反応中間体の構造解析にも取組んでいる。一方、非晶
質の試料について、 X線小角散乱による溶液場でのタンパク質の機能解析や X 線コヒーレント回折
イメージング（ Coherent X-ray Difraction Imaging：CXDI）による生体試料からの単粒子解析の
技術開発なども進めている。
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Olieric(PSI), J.Basquin (MPI), J. Wojdyla (PSI), O. Bunk (PSI), K. Diederichs (Konstanz
大), M. Yamamoto, M. Wang (PSI) : Long-wavelength native-SAD phasing: opportunities
and challenges, IUCrJ. 6, 373-386 (2019).
Ⅰ-7	 M. Yamamoto, K. Yamashita（理研）, K. Hirata（理研）, K. Hasegawa (JASRI), T. Kumasaka
(JASRI): “Challenges to high-throughput protein micro-crystallography at SPring-8”, 
Synchrotron Radiation Instrumentation 2018. Taipei Taiwan, June (2018).
Ⅰ-8	 M. Yamamoto: “Development of beamlines for protein microcrystallography at SPring-8”









Ⅱ-1	 A. Kobayashi (理研), Y. Takayama, K. Okajima（慶應大）, M. Oide（慶應大）, T. Yamamoto
（慶應大）, Y. Sekiguchi（慶應大）, T. Oroguchi（慶應大） , M. Nakasako（慶應大） , Y. 
Kohmura (理研), M. Yamamoto, T. Hoshi（理学相原精機） , Y. Torizuka（理学相原精機）： 
Diffraction apparatus and procedure in tomography X-ray diffraction imaging for 
biological cells at cryogenic temperature using synchrotron X-ray radiation, J. 
Synchrotron Rad. 25, 1803-1818 (2018).
Ⅱ-2	 G. S. A. Wright (Liverpool 大), A. Saeki, T. Hikima (理研), Y. Nishizono, T. Hisano (理研),
M. Kamaya, K. Nukina, H. Nishitani, H. Nakamura (理研 ), M. Yamamoto, S. V.
Antonyuk (Liverpool 大), S. S. Hasnain (Liverpool 大), Y. Shiro, H. Sawai : Architecture
of the complete oxygen-sensing FixL-FixJ two-component signal transduction system, 
Sci. Signal. 11, eaaq0825 (2018).
Ⅱ-3	 M. Yamamoto, K. Hasegawa (JASRI), K. Yamashita（理研）, S. Baba (JASRI), K. Hirata（理
研） , G. Ueno（理研） , H. Ago, T. Kumasaka (JASRI) : “Serial crystallography at SPring-8 
and SACLA”, ACA meeting, Toronto Canada, July (2018).
Ⅱ-4 	 G. Ueno（理研） , A. Shimada（岐阜大）, E. Yamashita（大阪大） , K. Hasegawa (JASRI), T. 
Kumasaka (JASRI), K. Shinzawa-Itoh, S. Yoshikawa, T. Tsukihara, M. Yamamoto : 
“Low-dose X-ray structure of Cytochrome c Oxidase utilizing high-energy X-ray”, 10th
International Workshop on Radiation Damage to Biological Samples, Brookheaven USA, 
(2018).
Ⅱ-5	 T. Kumasaka (JASRI), K. Hasegawa (JASRI), S. Baba (JASRI), T. Kawamura (JASRI), K. 
Yamashita（理研）, K. Hirata（理研）, M. Yamamoto: “Development of fixed-target serial
















   
  
  
      
  
    
  
Ⅱ-7 山本雅貴：“創薬等ライフサイエンス研究のための相関構造解析プラットフォーム ”、第 56回旣
本生物物理学会年会、岡山、 9月 (2018).







1 (囻研)旣本医療研究開発機構 創薬等ライフサイエンス研究支援基盤事業（平成 29～33年度）
研究課題 創薬等ライフサイエンス研究のための相関構造解析プラットフォームによる支援と高度化
研究代表者 山本雅貴
2 (囻研) 旣本医療研究開発機構 創薬基盤推進研究事業 （平成 30～32年度）
研究課題 最新の構造解析技術を活用したGPCR創薬のための技術基盤の構築
研究代表者 小林拓也 （研究分担 山本雅貴）
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Molecular Biochemistry II 生体物質化学Ⅱ
Ⅰ ゴルジ体ストレス応答の解析
The Analysis of the Golgi Stress Response
吉田秀郎・若林貞夫・佐々木桂奈江




経路である TFE3 経路をこれまでに同定した。転写因子 TFE3 は TFE3 経路を制御する主要な転写
因子であり、平常時にはリン酸化されることによって細胞質に繋留されて不活性な状態に保たれて
いるが、ゴルジ体ストレス時には脱リン酸化されて核へ移行し、転写制御配列 GASE に結合して N
型糖鎖修飾の修飾酵素や選別輸送因子遺伝子の転写を誘導する。一方、もう一つの転写因子 MLX は
ゴルジ体ストレス時に核へ移行して GASE に競合的に結合し、 TFE3 の GASE 結合を阻害すること
によってゴルジ体ストレス応答を貟に制御している。現在は、 TFE3 を脱リン酸化する脱リン酸酵







までに、プロテオグリカン経路を制御しているエンハンサー配列として PGSE を同定した。現在は、 




Functional and Structural Analysis of Regulatory Factors Controlling
the Endoplasmic Reticulum Stress Response
吉田秀郎・若林貞夫


















   
      
       
       
   
         
     
    
     
       
 
      
      




れまでに、小胞体ストレス応答依存的な転写誘導を制御するエンハンサー配列 ERSE や転写因子 
pATF6(N)やス゚ンサー分子 pATF6(P)、活性型転写因子 pXBP1(S)と制御因子 pXBP1(U)、調節因子 
UBC9 を同定した。これらの制御因子の機能解析と立体構造解析を並行して行うことによって、小
胞体ストレス応答の分子機構をピコバイオロジーのレベルで解明する。現在は、 pXBP1(U)に結合す




Analysis of Structure-Function Relationship of Regulatory Proteins of




ࢱンパク質の 1 つであるヒスチジンリッチ糖ࢱンパク質（ HRG）の凝固および線溶反応における制
御調節因子としての生理機能の解明を目指し、 HRG とフィブリノゲンおよびフィブリンとの相互作
用部位の解析、および相互作用による凝固反応制御の機構の解析を進めている。また、 HRG による 
T 細胞分化促進に関わる T 細胞表層の HRG 受容体の同定、機構解析も進めている。
発表論文 List of Publications
Ⅰ-1 Sasaki K, Komori R, Taniguchi M, Shimaoka A, Midori S, Yamamoto M, Okuda C, 
Tanaka R, Sakamoto M, Wakabayashi S, Yoshida H. PGSE Is a Novel Enhancer
Regulating the Proteoglycan Pathway of the Mammalian Golgi Stress Response. Cell
Struct Funct. (2019) 44:1-19.
Ⅰ-2 Hiderou Yoshida. Organelle Zone: Autoregulation of the proteoglycan glycosylation zone
by the Golgi stress response.（第 70 回日本細胞生物学会大会、 ࢱワーホール船堀、東京都） 
Ⅰ-3 Jamaludin Mohamad Ikhwan, Kanae Sasaki, Mai Taniguchi, Hirotada Kawamura, 
Sadao Wakabayashi, Hiderou Yoshida. Promoter analysis of GALNT18 and GALNT5 
regulated by Golgi stress response of mucin pathway.（第 70 回日本細胞生物学会大会、 ࢱ
ワーホール船堀、東京都）
Ⅰ-4 Mai Taniguchi, Ryota Komori, Chiho Okuda, Ryuya Tanaka, Kanae Sasaki, Sadao
Wakabayashi, Hiderou Yoshida. Analysis of the proteoglycan pathway of the
mammalian Golgi stress response that regulates the transcription of glycosylation
enzymes for proteoglycans.（第 70 回日本細胞生物学会大会、 ࢱワーホール船堀、東京都）
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Ⅰ-5 Hiderou Yoshida. The Proteoglycan pathway – a novel pathway of the Golgi stress










Ⅱ-9 若林貞夫, 河村優忠, 吉川和宏 , 佐々木桂奈江 , 谷口麻衣 , 吉田秀郎 ムチン糖鎖付加阻害に




田中 隆也：プロテオグリカン経路の標的遺伝子 NDST2 のプロモーࢱー解析
博士後期課程
小森 亮太：プロテオグリカン経路の標的遺伝子 HS6ST1 のプロモーࢱー解析
Ikhwan Jamaludin：Transcriptional regulation of the human GALNT5 and 18 gene





2 科学研究費補助金（基盤研究Ｃ）課題番号 16K07356（平成 30 年度）
研究課題 プロテオグリカンの糖鎖修飾を制御するゴルジ体ストレス応答経路の解析
研究代表者 吉田秀郎
3 日本学術振興会 二囻間交流事業（平成 30年度）
研究課題 抗体産生細胞分化におけるゴルジ体ストレス応答の解析
研究代表者 吉田秀郎









                      
 
 
    
 
         










   
 












Analyses of tRNA kinesis, including nuclear-cytoplasmic transport of
 




真核生物の tRNA は、転写後に様々な修飾を受けて成熟化し、最終的には細胞質で働く。一部の 
tRNA は intron を含んだ前駆体として転写されるが、ほとんどの intron は anticodon 近傍に挿入




芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を用いて解析を進めている。さらに近年、 tRNA のレパートリ
ーが、生理的環境や生物の発生段階、組織形成に応じて変化するという証拠が得られつつある。




Ⅱ 出芽酵母の tRNA 遺伝子に含まれる intron の
生理的意義の解析
Studies on physiological functions of tRNA introns in budding yeast
吉久徹
Yoshihisa, T.
前駆体 tRNA 中の intron は除かれることが tRNA の機能化に必須だが、逆に言えば tRNA 遺伝
子に intron は必要なのだろうか？我々は、染色体上の遺伝子組換えが容易な出芽酵母の特性を生
かし、 tRNA の種類毎に、 intron を持つ遺伝子全てを intron 欠失型に置き換えるプロジェクト進
め、全ての isoacceptor tRNA にとって intron は必ずしも必要でないことを明らかにしている。 
intron 欠失株の表現型解析を進めるなかで、 tRNA-IleUAUの intron が必要なアンチコドン修飾に
必須であるだけで無く、不必要な修飾を防ぐ役割を持つこと、 intron 欠失株の一部では、 rRNA の






    
 
         
         


















    
 
株において、 intron 欠失の mRNA レパートリーや翻訳への影響を網羅的な解析で検討している。
Ⅲ 一時的翻訳停止を必要とする mRNA の翻訳再開と
品質管理回避のメカニズムの解析
Investigation of mechanisms that allow translational restart and
avoidance from mRNA surveillance of certain mRNAs that
require tactical translational arrest for their regulation.
吉久徹
Yoshihisa, T.
出芽酵母の小胞体ストレス応答の鍵転写因子である Hac1 は、tRNA 型の細胞質スプライシング
を受けるめずらしい mRNA から翻訳される。しかし、前駆体 HAC1 mRNA は、（1）翻訳停止状
態にあること、（ 2）見かけ上、朩成熟終止コドンと認識されうる読み枠構造をもつこと等から、 
mRNA の品質管理機構によって分解されるべき特性を持つにもかかわらず、非ストレス下で安定
な休眠状態にある。他の mRNA でも、その 2 次構造や rare codon を用いた一時的翻訳停止を用い
て、タンパク質のドメイン毎の折りたたみを可能にする例があるが、こうした mRNA の翻訳停止
機構がある程度理解されているに対し、その翻訳再開機構はよくわかっていない。当然、こうした 
mRNA もこれらも見かけ上、 RNA の品質管理に抵触している。そこで、 HAC1 mRNA をはじめ
とする一時的翻訳停止を伴う mRNA の品質管理回避や、翻訳再開の機構について研究を進めてい
る。特に、 HAC1 mRNA の翻訳制御にも関わり、この mRNA の細胞質スプライシング因子でもあ
る Rlg1 に着目した解析を進めている。この中で、小胞体ストレス応答不全となる rlg1 変異の中に
は非ストレス下の HAC1 mRNA が不安定になる変異があること、また、小胞体ストレス下では酵
母 Ski 複合体が HAC1 の翻訳制御に関わることを明らかにした。一方、複数のリボソームが同じ 
mRNA 分子上に複数並んで翻訳を進めるのが普通であるが、一部の mRNA では十分な長さがある
にもかかわらず、 1 分子の mRNA に 1 個のリボソームしか結合しない状態で翻訳される。こうし
た mRNA の翻訳制御についても研究を進めている。
Ⅳ 原生動物の運動に関与する分子機械
Studies on biomolecules responsible for motility of protozoa
園部誠司・吉久徹
Sonobe, S., Yoshihisa, T.








        
 
 






        
     
 
 
















Studies on biomolecules responsible for morphogenesis in plants
園部誠司・吉久徹






Studies on biomolecules responsible for morphogenesis of
endoplasmic reticulum in plant cells
横田悦雄・吉久徹










Yoshihisa, T., Sonobe, S.,Yokota, E.
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発表論文 List of Publications
I-1	 Herrmann, J. M., Carvalho, P., Hayer-Hartl, M., and Yoshihisa, T.: Life of proteins: from 
nascent chain to degradation. Nature Structural and Molecular Biology, 25, 996-999 (2018)
I-2	 吉久徹： tRNA の成熟化と核 –細胞質間ダイナミクス . Plant Morphology, 30, 37–58 (2018)
I-3	 Nagai, A., Mori, K., Shiomi, Y., and Yoshihisa, T.: OTTER, a new method for measuring
absolute quantity of tRNAs. The 23rd Annual Meeting of the RNA Society (University of
California at Berkeley, Berkeley, USA)(2018)
I-4	 Nagai, A., Mori, K., Shiomi, Y., and Yoshihisa, T.: Measurement and alteration of tRNA
repertoires in Saccharomyces cerevisiae. International Symposium on “Proteins; from the
Cradle to the Grave” (Enryakuji-Kaikan, Shiga, Japan)(2018)
I-5	 Nagai, A., Mori, K., Shiomi, Y., and Yoshihisa, T.: How to measure absolute quantity of
tRNAs.：第 70 回日本細胞生物学会・第 51 回日本発生生物学会合同大会（タワーホール船堀・
東京都）（ 2018）
I-6 永井陽久、塩見由麻、森滉平、池田彩乃、佐藤友衣子、河野龍之進、荒井麻里、粕谷日向子、
吉久徹：出芽酵母における tRNA レパートリーの解析と改変：第 20 回日本 RNA 学会年会（大
阪市ホテルコスモスクエア国際交流センター・大阪市）（ 2018）
I-7 永井陽久、塩見由麻、森滉平、吉久徹：出芽酵母における tRNA トランスクリプトーム解析：
第 20回日本 RNA学会年会（大阪市ホテルコスモスクエア国際交流センタ ・ー大阪市）（2018）
I-8 永井陽久、塩見由麻、森滉平、吉久徹：出芽酵母における tRNA トランスクリプトーム解析：
第 41 回日本分子生物学会年会（パシフィコ横浜、横浜市）（ 2018）
II-1 Hayashi, S. and Yoshihisa, T.: Intron removal from tRNA genes in S. cerevisiae. The 27th
tRNA Conference (Strasbourg Convention + Exhibition Centre, Strasbourg, France)(2018) 
II-2	 Hayashi, S. and Yoshihisa, T.: Intron removal from tRNA genes in Saccharomyces
cerevisiae. International Symposium on “Proteins; from the Cradle to the Grave”
(Enryakuji-Kaikan, Shiga, Japan)(2018)
II-3 林 紗千子、七野 悠一（理研）、岩崎 信太郎（理研）、吉久 徹： tRNA-LeuCAA遺伝子からの
イントロン削除が与える影響について：第 41 回日本分子生物学会年会（パシフィコ横浜・横
浜市）（ 2018）
III-1 吉見理子、山本智加、吉久徹：酵母 HAC1 mRNA の安定化に関する tRNA ligase、Rlg1 の遺
伝的解析：第 41 回日本分子生物学会年会（パシフィコ横浜・横浜市）（ 2018）
III-2 林 紗千子、岩元夏純、吉久 徹：モノソーム偏在 mRNA として同定された核コードミトコン
ドリア mRNA の翻訳制御に関する解析：第 41 回日本分子生物学会年会（パシフィコ横浜・
横浜市）（ 2018）
IV-1	 園部誠司、山岡望海：イカダケイソウの滑走運動機構．生物工学、96、257-260（2018）
V-1	 Arima, K., Tamaoki, D., Mineyuki, Y., Yasuhara, H., Nakai, T., Shimmen, T., Yoshihisa,
T., and Sonobe, T.: Displacement of the mitotic apparatuses by centrifugation reveals
cortical actin organization during cytokinesis in cultured tobacco BY-2 cells. Journal of
Plant Research, 131, 803-815 (2018)





            
        
    
 
      
 
 





   
 
 





       
        
      
     
          
        
    
  
          
        
VII-2 Takamatsu, H.(大阪大学 ), Yokota, E., Morii, M.(大阪大学), Takagi S.(大阪大学 ) : Roles of
spinach villin-like proteins in chloroplast anchoring.: International Symposium on
Photosynthesis and Chloroplast Biogenesis 2018（倉敷国際ホテルおよび倉敷市民会館・倉
敷市）（ 2018）
VII-3 小島 崇裕（大阪大学）、甲斐 卓（大阪大学）、石田 泰浩（大阪大学）、横田 悦雄、髙木
慎吾（大阪大学） : シロイヌナズナの向背軸変異体における葉緑体暗黒定位の制御：第 60
回日本植物生理学会年会（名古屋大学・名古屋市）（ 2019）





永井 陽久： isodecoder tRNA 毎の絶対定量法の確立と，生理学的変化に伴う tRNA レパー
トリー変化の解析
博士前期課程
吉見 理子： rlg1変異を利用した HAC1 mRNA の翻訳制御・ NGD 回避制御に関わる新規
因子の遺伝学的探索析
岩元 夏純： monosome にトラップされている mRNA の翻訳一時停止機構の解析
科学研究費補助金等
1 文部省科学研究費補助金（平成 29〜30 年度）新学術領域研究 課題番号 17H05672
研究課題 機動的翻訳速度制御と tRNA レパートリー
研究代表者 吉久徹
2 日本学術振興会科学研究費補助金（平成 29〜31 年度）基盤研究 (C)一般 課題番号 17K07289
研究課題 真核生物における tRNA 組成の可塑性を導く tRNA 遺伝子の個別制御の検討
研究代表者 吉久徹
3 日本学術振興会科学研究費補助金（平成 29〜31 年度）基盤研究 (C)特設分野研究 課題番号
17KT0113























Cell Cycle control on genome maintenance
西谷秀男・塩見泰史・林晃世






解に関わる CRL4-Cdt2 ユビキチンリガーゼの作用機構、２） Cdt1 の M 期染色体分配における新規
機能、そして、３）クロマチン複製時に機能する DNA ポリメラーゼや CRL4-Cdt2 などの諸因子の足
場となる PCNA の機能を正に負に制御する RFC 複合体について研究を展開している。
1) CRL4-Cdt2 ユビキチンリガーゼの制御機構の解析
DNA 複製のライセンス化因子 Cdt1 は、 DNA ヘリカーゼである MCM2-7 のクロマチンローディ
ングを担う因子である。一方、 S 期が開始すると、染色体の再複製を抑制するため Cdt1 はポリユビキ
チン化を受け速やかに分解される。クロマチンにロードされた PCNA に Cdt1 が PIP ボックスを介し
て結合すると、 E3 ユビキンリガーゼ CRL4-Cdt2 が認識してポリユビキチン化する。また、紫外線な
どによる DNA 損傷によっても同様の機構で Cdt1 の分解が誘導される。しかし、 S 期 DNA 複製ある
いは DNA 損傷修復が行われる場合のみに、かつ迅速に分解される機構はよく分かっていない。我々
は、Cdt2 の C 末側の解析により、この領域が DNA 結合活性を持ち、さらに C 末端に PIP ボックス
が存在し、これらが迅速な Cdt1 分解に必要であることを発表した。 Cdt2C 末端の PIP ボックスに変
異を導入すると、 PCNA 局在部位への CRL4-Cdt2 の集積が遅れ Cdt1 の分解の遅延が見られた。ま
た、CRL4-Cdt2は PIPボックスを介して直接 DNAにロードされた PCNAに結合することを示した。
一方、C 末端の 460-580 アミノ酸領域が DNA 結合能を持ち、この領域を欠失した Cdt2 を発現した
細部では、 Cdt1 の分解が低下することを見出した。これらの結果より、 CRL4-Cdt2 は、DNA 上で直
接 PCNA と結合して待機し、リクルートされた Cdt1 を捉えて迅速にユビキチン化すると考えられる。
この時、Cdt2 の DNA 結合領域が安定な PCNA-基質(Cdt1)-E3(CRL4-Cdt2)複合体の形成、あるいは
ユビキチン化活性を亢進することにより、 DNA 上に PCNA がロードされた時のみ機能するように制
御されていると考えられる。その分子機構の詳細は、今後の解析が必要である。
2) Cdt1 の M 期機能の解析
Cdt1 は、G1 期において DNA 複製のためのライセンス化に必須な因子として同定したが、近年、新













   
       
      
        
      
 
      
       
      
   
        
             
  
       




２ハイブリッドスクリーニングで Cdt1 との結合性が亇測された TACC3 との関連を調べた。 TACC3
は、M 期の前―中期において微小管の束化を促進し紡錘体の形成に関わる。高発現した場合、 
TACC3 と Cdt1 の共沈が見られた。続いて、 PLA(proximity ligation assay) により TACC3 と Cdt1
の結合を調べると、両者の結合を示すドット上のシグナルが見られた。その数は M 期前/中期におい
て増加し、紡錘体上に局在するものが多く観察された。 Cdt1 が TACC3 を通して M 期進行に寄与す
る可能性が示唆された。
3) PCNA を制御する、 RFC 複合体ファミリーの解析
ゲノム維持の過程では、複製をはじめとして修復や組換えの反応に DNA 結合した PCNA が要求
される。PCNA の DNA 結合と除去を行うのが RFC 複合体ファミリーで、 RFC1-RFC と Ctf18-RFC
が PCNA の DNA 結合を担っており、 DNA 上で反応する因子の PCNA への集合と、その機能を制御
する事が明らかになっている。一方、もう一つの RFC 複合体である Elg1-RFC については、 PCNA の 
DNA からの除去を特異的に行っていることが私たちの解析から示された。ヒト細胞内の Elg1 をノッ
クダウン(KD)すると、複製期の DNA に過剰に結合した PCNA や細胞周期進行の遅延、核内クロマチ
ン構造や染色体構造の異常が見られた。以上のことから、 PCNA の DNA 結合だけでなく、積極的な 
PCNA 除去もゲノム維持に重要な役割を果たしていることが明らかになった。
そこで、さらに詳細な Elg1-RFC による PCNA 除去を明らかにするため、 Elg1-RFC に特異的な
結合因子の探索を質量分析で行い解析を進めている。また、これまでに、 Elg1-KD 細胞でも複製が終
了した G2 から M 期にかけては PCNA が DNA から除去されることが分かった。これは、 Elg1-RFC
が唯一の PCNA 除去因子ではないことを示唆している。そこで、未知の PCNA 除去機構を探索し、
新規 PCNA 除去因子のゲノム維持や細胞恒常性への寄与を明らかにしていきたいと考えている。
発表論文 List of Publications
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羽田野達也：ライセンス化因子 Cdt1 の M 期における機能

５年一貫制博士課程
Muadz Bin Ahmad Mazian：Mechanism and cell cycle control of Cdt1 proteolysis by
ubiquitin ligase CRL4-Cdt2
科学研究費補助金等
1 文部科学省研究費補助金（平成 30 年度） 基盤研究 (C) 課題番号： 16K07257
研究課題 DNA からの PCNA クリアランス機構の多様性の解析
研究代表者：塩見泰史
2 平成３０年度 熊本大学発生医学研究所共同研究
研究課題 PCNA ユビキチン化酵素 Rad6-Rad18 とCRL4-Cdt2 のクロストークによるゲノ
ム維持機構
研究代表者：西谷秀男、研究分担者：林晃世
3 平成３０年度 神戸大学バイオシグナル総合研究センター共同利用研究 共同研究（若手）




     
       
     









        
 
 







          
 
 






   
          
 
 
      
 
Plant Cell and Developmental Biology 生体分子生合成
I 分裂準備帯の形成機構と機能の解析
Analyses of development and function of preprophase bands
峰雪芳宣・山内大輔・中井朊則










Analyses of nano-machines involved in plant cell division and cytokinesis
峰雪芳宣・山内大輔・中井朊則




つかの研究室と共同で、加ᅽ凍結・ 2 軸電子線トモグラフィー法を使ったナノマシンの～7 nm レ
ベルでの解析を行っている。今年度は学術雑誌 Microcopy に植物の特集号を編集し出版した。 
III 種子内部構造の X 線 CT による解析
Analysis of internal structure of seeds using X-ray computed tomography
山内大輔・中井朊則・峰雪芳宣






   









         
 
  





      
 
  
    
種子は乾燥していて休眠状態にあり、吸水するとその中の胚は生命活動を再開して発芽する。そ
の過程に起こる種子中での構造変化を観察する時に、種皮が種子の周りを覆っており、支障とな
っている。しかし、 X 線 CT 技術を用いれば、固定や切片作製をしなくても種子内部構造を観察可




















Mechanism of cellulose production from bacteria
中井朊則・峰雪芳宣
Nakai, T., Mineyuki, Y.
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Service as a member of Network for Collaborative Use of Microscopy (CUMNET)
峰雪芳宣・中井朊則
Mineyuki, Y., Nakai, T.
認定 NPO 法人綜合画像研究支援が運営する微細形態科学研究装置共同利用ネットワーク
（Network for Collaborative Use of Microscopy (CUMNET)）に、兵庫県立大学理学部書写生物
イメージング室の名称で参加し、当研究室の GLIM 顕微鏡や電子顕微鏡関連装置を使った共同利
用サービスを行った。
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centrifugation reveals cortical actin organization during cytokinesis in cultured tobacco
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II-1 Y. Mineyuki, MS. Otegui （ウィスコンシン大） , For Microscopy special issue on ‘Plant
Science’. Microscopy 68, 3 doi:10.1093/jmicro/dfz006 (2019) 
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Tamaoki（富山大） , T. Tsuda（大阪大） , K. Tsunashima（和歌山工専） , S. Kuwabata
（大阪大）, M. Hoshino（高輝度光科学研究センター） , K. Uesugi（高輝度光科学研究セ
ンター）, A. Takeuchi（高輝度光科学研究センター） , Y. Suzuki（高輝度光科学研究セン
ター）, Y. Mineyuki, Use of ionic liquid for X-ray micro-CT specimen preparation of
imbibed seeds. Microscopy 68 92-97 doi:10.1093/jmicro/dfy130 (2019)
III-2	 K. Sasaki（富山大） , M. Muramoto（富山大） , D. Tamaoki（富山大） , S. Yano（宇宙航
空研究開発機構） , F. Tanagaki（宇宙航空研究開発機構） , T. Shimazu（宇宙航空研究開
発機構）, H. Kasahara（有人宇宙システム） , D. Yamauchi, K. Uesugi（高輝度光科学研
究センター） , M. Hoshino（高輝度光科学研究センター） , S. Kamisaka（富山大） , Y.
Mineyuki, I. Karahara（富山大） , Three-dimensional morphological analysis of
supporting tissues in the dried peduncle of arabidopsis by X-ray micro-CT. Microscopy
67 (suppl_2):i34-i34 (2018)
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CSRS）・上杉健太朗（高輝度光科学研究センター）・星野真人（高輝度光科学研究センタ










ムをライブイメージングでみる (2)、日本植物形態学会第 30回総会・大会（広島市）、 
(2018)
III-7	 T. Kurogane（富山大） , D. Tamaoki（富山大） , S. Yano（宇宙航空研究開発機構） , F.
Tanigaki（宇宙航空研究開発機構） , T. Shimizu（宇宙航空研究開発機構） , H. Kasahara
（有人宇宙システム） , D. Yamauchi, K. Uesugi（高輝度光科学研究センター） , M.
Hoshino（高輝度光科学研究センター） , S. Kamisaka（富山大） , Y. Mineyuki, I.






















     
    
  
   
     
    































        

















   
 
 





Functional Nanometry of 生体高分子超精密計測学
Biological Macromolecules
Ⅰ 鞭毛軸糸と軸糸ダイニンの構造と運動機構の解明
Molecular structure and mechanism of flagellar axonemes and axonemal
dyneins
石橋健太・松田祐佳・佐川美咲・榊原 斉・小嶋寛明・大岩和弘
















FAP85 を見出し、これが微小管内壁に結合する MIPs の一つであることを明らかにした。
Ⅱ 単一分子観察・測定技術によるタンパク質モータの
運動機構の解析
Single-molecule enzymology and nanometry of protein motors
指宿良太・松田祐佳・森下達矢・古田健也・古田茜・小嶋寛明・大岩和弘
Ibusuki, R., Matsuda, Y., Morishita,T., Furuta, K.,Furuta, A.,
Kojima, H., Oiwa, K.
タンパク質モータによる ATP 加水分解過程を単一分子レベルで可視化するためにエバネッセン
ト光を利用した蛍光顕微鏡システムを開発、さらにその高性能化・高機能化を進めてきた。蛍光 








































Molecular signal processing technology inspired by cellular and protein
functions
田中裕人・坪本理沙・木場有希・小嶋寛明・大岩和弘













Self-organized pattern formation of protein motors and protein filaments
石橋健太・大岩和弘
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II-17	 Ibusuki, R., Furuta, A.(NICT), Oiwa, K., Kojima, H.(NICT), Furuta, K.(NICT):
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Cell and Molecular Biology 細胞機能学 
Ⅰ 脳構築におけるアクチン足場蛋白質の選択的スプラ
イシングの時空間制御の生理的意義の解明
Elucidation of physiological roles for the spatiotemporal production of
 


















軸索ガイダンス因子の細胞内情報伝達機構を解明し、低分子量  G 蛋白質の１つ、 R-Ras
の活性が様々な外界因子の駆動で共通に制御され、 R-Ras の軸索内での活性制御が軸索
の動的形態制御において普遍的役割を果たしていることが明らかになっている。また、  
R-Ras の結吅分子として、  PI3-kinase (J. Cell Biol., 2006, J. Biol. Chem., 2007) やア
クチン抗キャッピングタンパク質  Ena/VASP のリガンドタンパク質であ  Lamellipodin
(J. Neurosci., 2012)、そしてアクチン足場蛋白質である afadin をྠ定しており (MBoC.,
2012)、そのうち、 afadin は、初代培養大脲皮質神経細胞において、その C 末端の  F-actin
結吅ドメインを介し、軸索分枝形成を担う。われわれの最近の誌上成果で、 afadin の選
択的スプライシングが、神経細胞発達過程で変化しており、さらに、短いバリアント (S






平成  30 年度の研究では、｢選択的スプライシングが脲構築の場で時空間的に制御され、
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遍的に発現している  L 体に対し、S 体は皮質  2/3 層の、特に、体性感覚野で強い発現が
観察された  (Brain Res., 2018)。さらに、大脲皮質 2/3 層の軸索発達過程において  in vivo
で afadin のスプライシングパターンが変化していることを  bichromatic-splicing
reporter (Gene., 2019) を用いた実験で証明した。発達時期普遍的に発現している  L 体
に対し、内在性の S 体タンパク質の発現量は胎生期には低く抑えられており、出生後に




結果、L 体が脲梁軸索の束化に必須であり semaphorin の共受容体  Neuropilin-1(Nrp1)
と結吅することで束化を担っていることが明らかになった。大脲皮質発達過程において 
S 体の発現が低い脲梁通過時には  L 体、その後急峻な S 体の発現亢進が起こる脲梁通
過後には  S 体へと  Nrp1 の結吅相手がダイナミックに変化することで、  L 体による軸索














Regulation of nuclear lamina dynamics by SUMOylation
廣瀬富美子 
Hirose, F.
核膜の裏側に存在する核ラミナは  A-type lamin (lamin A/C)と B-type lamin (lamin
B)タンパク質が重吅した網目状の繊維構造である。核ラミナは、核膜とクロマチンの両



























縮が起こる分裂期終盤に起こるであろうと想定し、この時期に  lamin A と相互作用す
る因子を検索している。まず、核ラミナや核膜の構築をドミナントネガティブに阻害す
る lamin A 変異体の作成を行った。作成した変異体のうちのひとつ (SIM3 変異体  )は 
lamin A の C 末端近くに存在する  SUMO interacting motif (SIM)コンセンサス様配列
内の２つのアミノ酸置換変異体であった。 SIM は、 SUMO（ small ubiquitin-like
modifier）タンパク質が、標的タンパク質のリジン残基の側鎖にイソペプチド結吅によ
って付加された状態  (SUMO 化 )を認識して結吅する疎水性の短いアミノ酸配列である。 
SIM3 変異体を発現させた細胞では、分裂期終期における lamin A の脱リン酸化が遅延
し、その後の核ラミナの再構築の破たんと核の形態異常が起こった。そこで、  lamin A
の SIM 様配列と相互作用する SUMO 化タンパク質を探索し、候補因子としてセリンス
レオニン型脱リン酸化酵素である  PP1γ/RepoMan 複吅体を見出した。そこで、 
RepoMan/PP1γ と lamin A の相互作用が  SUMO-SIM 相互作用を介したものであるか
どうかを、 SUMO-SIM 相互作用をドミナントネガティブに阻害する SUMO 変異体や  
SUMO 修飾が起こらなくなる  PP1γ/RepoMan 変異体を用いて検証した。また、 FRET
法を利用して細胞内での  RepoMan/PP1γ と lamin A の相互作用の時空間的な解析も行
った。これらの実験から、  RepoMan/PP1γ は SUMO-SIM 相互作用を介して  lamin A
を分裂期終期の染色体上にリクルートし、  lamin A の M 期特異的なリン酸化を除く脱
リン酸化酵素として働くことを明らかにした。
最近、  RepoMan/PP1γ が分裂期の終わりに特定のヒストンコードを認識して特定の
クロマチン領域に結吅し、このことが核膜直下のヘテロクロマチンの形成に深く関わっ
ていることが報告された。一方、我々は  lamin A が核膜直下のヘテロクロマチン形成
に関与することを示す予備的な証拠を得ている。平成  30 年度は、分裂期の終わりから  
G1 期にかけて起こるヘテロクロマチンの核膜直下への再配置の分子機構を明らかにす
るために、ヘテロクロマチンと lamin A の核内ダイナミクスを追跡するための蛌光た
んぱく質を利用したライブセルイメージングの系を立ち上げた。また、核ラミナの構成
因子であるラミン  A をノックダウンし、ヘテロクロマチンの核膜直下への配置に対す
る影響を調べた結果、ラミン  A は分裂期終期から G1 期における核内でのヘテロクロマ
チンの正しい配置に必要であることが証明し判明した。今後は、生細胞での lamin A
とヘテロクロマチンの相互作用を解析する予定である。このために、蛌光たんぱく質を
利用した細胞内のたんぱく質因子間相互作用を検出できる  Bimolecular fluorescence





          













The molecular mechanism of the alternative splicing regulation of the










る研究については萌芽的段階である。アクチン足場蛋白質  afadin は選択的スプライシ
ング制御により、長いバリアント（ l-afadin）と短いバリアント（ s-afadin）を生成し、
神経細胞の軸索分岐に対してそれぞれ正と負の制御をすることが明らかにされている。
発現パターンに着目すると、  l-afadin は組織広範に発現している一方で、  s-afadin は
脲・神経細胞特異的に発現している。また、大脲皮質の培養神経細胞において、 l-afadin
は培養初期から普遍的に発現しているが、  s-afadin は培養３日目から発現がみられるこ











形態を制御する  l-/s-afadin の発現バランス・タイミングを制御する必要があることを
示唆している。さらに、神経細胞間の細胞間接着を物理的に亢進させると s-afadin の
発現が早期に誘導されたことから、細胞間接着という神経修復のための新たなメカニズ
ムが提唱された。最後に、  s-afadin の選択的スプライシング制御因子を探索するために、  
RNA 結吅タンパク質に焦点を当て、  in silico スクリーニングと  RT-PCR の詳細な解析
から候補遺伝子を  10 個に絞り込むことができた。今後は、これらの発現ベクターを  
Neuro2a 細胞に遺伝子導入し、Western blot 法や  RT-PCR 法で  s-afadin の発現変化を
検出することで、候補遺伝子の中から  s-afadin の発現制御を担うキーファクターをྠ
定し、培養神経細胞を用いて神経発達・修復過程における機能を解明していく。さらに
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Cellular Structural Physiology 細胞構造学
Ⅰ 含水試料観察のための低温電子顕微鏡法に関する研究
Study of cryo-electron microscopy for hydrated samples
西野有里・菓子野康浩・宮澤淳夫










Molecular dynamics of nicotinic acetylcholine receptor and muscle specific
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神経筊接合部（NMJ）のポストシナプス膜では、ニコチン性アセチルコリン受容体（ nAChR）
が集積して存在することにより効率の良い情報伝達が行われている。 nAChR の集積機構を
明らかにするために、 NMJ ポストシナプスの培養細胞モデルを用いて、 nAChR および  
nAChR の集積に関わることが知られている筊特異的受容体チロシンキナーゼ（ MuSK）の蛍
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Biological Information 生体情報学 Ⅰ
Ⅰ 脳と腸の機能発生の、ゼブラフィッシュをモデルとした
光遺伝学およびイメージング解析
Optogenetic and imaging analyses of development and function of the brain and
gut in the zebrafish
八田公平・二階堁昌孝・中川将司














Molecular genetic analyses of development of the enteric neural crest and
placode in the zebrafish
二階堁昌孝・八田公平
























           
  












Functional analysis of ascidian larval nervous system 
中川将司・八田公平










Synchrotron microCT and live imaging analysis of the second and third jaws in
ancient fish by using SPring-8; High resolution phase-contrast mCT and
correlative microscopic analysis of organelle in the dried-state Tardigrada
八田公平・二階堁昌孝
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II-2 	 〇大野 真理愛、堀内 奈津美、川上 浩一（遺伝研）、二階堁 昌孝、八田 公平 ゼブラフィッシ
ュを用いた腸神経系傷害後の再生機構の解明（ポスター発表）第４１回 日本神経科学大会
（2018年 7月 26-29日, 神戸, 兵庫県）
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Ⅳ-1 〇八田 公平、〇岡田 央人 ウツボ・ヘビは、どうやってエサを丸のみするの？ 魚のもつ２
つの「あご」の秘密を SPring-8 でときあかす！（招待講演）西栗栖ふれあいフェスティバル





















     
 
 








         
   
 
 
     










     
 
 
Regeneration Biology 細胞制御学Ⅰ 
Ⅰ プラナリア再生の分子生物学
Molecular Biology of Planarian Regeneration
梅園良彦・餅井真・織井秀文 






Molecular Analysis of Differentiation from Somatic Stem Cells to
Germline in Planarians
梅園良彦・織井秀文 














































   














発表論文 List of Publications
I-1 梅園：プラナリアの前後軸再生機構の解明 . 再生学異分野融合研究会 (岡崎  )、 
2018 
I-2 服部・宮本・細田・梅園：プラナリアにおける脳を介さない摂食行動の解析．
日本動物学会第 89 回大会 (札幌  )、 2018 
I-3 梅園：プラナリア再生における前後軸パターンのサイズ調節機構 . サイズ生物
学ワークショップ  2019 (下関  )、 2019 
II-1 加納・関井 (弘前大  )・小林 (弘前大  )・梅園・織井：プラナリア生殖腺発達におけ
る FGF シグナルの機能解析 . 日本動物学会第  89 回大会 (札幌  )、 2018
IV-1 塚原・奥村・梅園・餅井：アフリカツメガエル幼生尾部再生時の傷表皮  /AEC に















    
      
     
    
      
     
博士前期課程
服部 美希：摂食器官の付加再生制御機構に関する研究
加納 沙也佳：プラナリア生殖腺発達における  FGF シグナルの機能解析
塚原 由希菜：傷表皮  /AEC に投射する神経の尾部再生における役割
科学研究費補助金等 
1 日本学術振興会 科学研究費補助金 基盤研究（Ｃ）
研究課題 FGF 活性調節を可能にする新たなゲノム戦略の解明
研究代表者 梅園良彦





            





















     
              




Structural Biology of Proteins in Metal Transport System
當舎武彦・杉本 宏












Structural and Functional Studies of Metalloproteins

當舎武彦・杉本 宏
Tosha, T., Sugimoto, H.
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decarboxylation of fatty acids catalysed by cytochrome P450 peroxygenases yielding
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Crystallographic Characterization of Minerals by micro-area
diffraction methods using SR.
萩谷健治
Hagiya, K.
岩石の構成単位である鉱物結晶の成長・冷却に際して生じる微細組織や微細析出物の研究は、その生成
過程を知る上で重要である。Ｘ線回折実験を行う場合、組織中から対象となる鉱物試料を取り出す必要が
あり、このことが結晶学的評価を行う上での妨げとなってきた。このような試料に対し非破壊で測定する
方法として放射光（ SR）を用いた微小領域回折法を開発し利用研究を行っている。
Ⅴ 相平衡岩石学
Phase Petrology
後藤 篤
Goto, A.
相平衡岩石学は、変成岩岩石学の研究での主流の一つであった。岩石の固体部分の化学組成が変化しな
い場合の鉱物組み合わせの変化は、温度や圧力などの物理条件の変化と変成作用の時に共存した流体相の
化学組成の連続的な変化を用いた解析が可能である。一方、温度や圧力の変化に加えて、流体相の流入や
岩石の化学組成の不連続な変化が伴う場合には、交代作用となり扱いは複雑になる。しかし、どちらの場
合も、基本的には、顕微鏡観察、全岩分析、鉱物の局所分析で、解析は可能な場合が多い。年代学は、変
成作用などの地質学的な事件の起きた時期を決めるための手法である。
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